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Beschreibuna 

Gegenstand der Erfindung ist ©in Verfahren zurfermentativen Herstellung von schwefelhaltigen 
Felnchemikallen, insbesondere L-Methlonin, unterVerwendung von Bakterien, in denen einetDr 
5 ein Methylentetrahydrofolat Reduktase (metF)-Gen kodierende Nukieotidsequenzen exprimiert 
wird. 

Stand derTechnik 

10 Schwefelhaltige Feinchemikalien, wie zum Beispiel Methionin, Homocystein, S-Adenosyl- 
Methionin, Glutathion, Cystein, Biotin, Thiamin, Liponsaure werden Qber natQrliche Stoffwech- 
selprozesse in Zellen hergesteilt und werden in vielen Industriezweigen verwendet, einschlieB- 

• lich der Nahrungsmittel-, Futtermittel-, Kosmetik- und pharmazeutischen Industrie. Diese Sup- 
stanzen, die zusammen als "schwefelhaltige Feinchemikalien" bezeichnet werden, umtassen 
1 5 organische Sauren, sowohl proteinogene als auch nicht-protelnogene Amlnosauren, Vitamine 
und Cofaktoren. Ihre Produktion erfolgt am zweckmSBigsten im GroBmaBstab mittels Anzucht 
von Bakterien, die entwickelt wurden, urn groBe Mengen der jeweils gewQnschten Substanzzu 
produzieren und sezemleren. FQr diesen Zweck besonders geeignete Organismen sind coryne- 
forme Bakterien, gram-positive nicht-pathogene Bakterien. 

20 

Es ist bekannt, dass Amlnosauren durch Fermentation yon Stammen coryneformer Bakterien, 
insbesondere Corynebacterium glutamicum, hergesteilt werden. Wegen dergroBen Bedeutung 
wird standig ah derVerbesserung der Herstelrverfahren gearbeitet Verfahrensverbesserungen 
kOnnen fermentationstechnische MaBnahmen, wie zum Beispiel RQhrung und Versorgung mit 

• Sauerstoff, oder die Zusammensetzung der Nahrmedien, wie zum Beispiel die Zuckerkonzentra- 
tion wdhrend der Fermentation, oder die Aufarbeitung zum Produkt , beispielsweise durch lone- 
naustauschchromatographie, oder die intrinsischen Leistungseigenschaften des Mikroorganis- 
mus selbst betreffen. 

30 Ober Stammselektion sind eine Reihe von Mutantenstammen entwickelt worden, die ein Sorti- 
ment wQnschenswerter Verbindungen aus der Reihe der schwefelhaltigen Feinchemikalien pro- 
duzieren. Zur Verbesserung der Leistungseigenschaften dieser Mikroorganismen hinsichtlich der 
Produktion eines bestimmten MoIekQIs werden Methoden der Mutagenese, Selektion und Mut- 
antenauswahl angewendet Dies ist jedoch ein zeitaufwendiges und schwieriges Verfahren. Auf 

35 diese Weise erhalt man z.B. Stamme, die resistent gegen Antimetabolite, wie z. B. die Methio- 
nln-Analoga a-Methyl-Methionin, Ethionin, Norieucin, N-Acetylnorleucin, S- 
Trifluoromethylhomocystein, 2-Amino-5-heprenoitsaure, Seleno-Methlonin, Methioninsulfoximin, 
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Methoxin, 1-Aminocyclopentan-Carboxylsaure Oder auxotroph fQr regulatorisch bedeutsame 
Metabolite slnd und schwefelhaltige Feinchemikalien, wie z. B. L-Methionin, produzieren. 

Seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der rekombinanten DNA-Technik zur Stamm- 
verbesserung von L-Aminosaure produzlerender Stamme von Corynebacterium eingesetzt, in- 
dem man einzelne Aminosaure-Biosynthesegene amplifiziertund die Auswirkung auf die Amino- 
saure-Produktion untersucht 

Kurze Beschrelbuna der Erfinduno 

Der ErRndung lag die Aufgabe zugrunde, ein neues Verfahren zur verbesserten fermentativen 
Herstellung von schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L-Methionin, bereitzustellen. 

Gelflst wird obige Aufgabe durch Bereitstellung eines Verfahrens zur fermentativen Herstellung 
einerschwefelhaltigen Feinchemikalie, umfassend die Expression einer heterologen Nukleotid- 
sequenz, welche fQr ein Protein mit metF-Aktivitat kodiert, in einem coryneformen Bakterium. 

Ein erster Gegenstand der Erfindung ist Verfahren zur fermentativen Herstellung wenigstens 
einerschwefelhaltigen Feinchemikalie, welches folgende Schritte umfasst 

a) Fermentation einer die gewQnschte schwefelhaltige Feinchemikalie produzierenden co- 
ryneformen Bakterienkultur, wobei in den coryneformen Bakterien zumindest eine hetero- 
loge Nukleotidsequenz exprimiert wird, welche fQr ein Protein mit Methylentetrahydrofolat 
Reduktase (metF)-AktivitSt kodlert; 

b) Anreicherung der schwefelhaltlgen Feinchemikalie im Medium oder in den Zellen der 
Bakterien, und 

c) Isolieren der schwefelhaltlgen Feinchemikalie, welche vorzugsweise L-Methionin um- 
fasst 

Vorzugsweise besitzt obige heterologe metF-kodierende Nukleotidsequenz zur metF- 
kodierenden Sequenz aus Corynebacterium giutamicum ATCC 1 3032 eine Sequenzhomologie 
von weniger ais 100%, wie z.B. mehr ais 70%, wie 75, 80, 85, 90 oder 95 %, oder weniger als 
70%, wie z.B. bis zu 60, 50, 40, 30, 20 oder 10 %. Die metF-kodierende Sequenz ist vorzugs- 
weise aus einem der folgenden Organismen von Liste I abgeleitet: 



dmot MKiiengeseiiscnan 



uuuuurcaau 



3 

Liste 1 



Organimsus 


Stammsammlung 


Corynebacterium diphteriae 


ATCC 14779 


Streptomyces lividans 


ATCC 19844 


Streptomyces coelicolor 


ATCC 10147 


Aquifex aeolicus 


DSM6858 


Burkholderia cepacia 


ATCC 25416 


Nitrosomonas europaea 


ATCC 19718 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 17933 


Xylella fastidiosa 


ATCC 35881 


Pseodomonas fluoresces 


ATCC 13525 


Schizosaccharomyces pombe 


ATCC 24969 


Saccharomyces cerevisiae 


ATCC 10751 


Erwinia carotovora 


ATCC 15713 


Klebsiella pneumoniae 


ATCC 700721 


Salmonella typhi 


ATCC 12839 


Salmonella typhimurium 


ATCC 15277 


Escherichia coli K12 


ATCC55151 


Vibrio cholerae 


ATCC 39315 


Haemophilus influenzae 


ATCC 51907 


Caulobacter crescentus 


ATCC 19089 


Actinobacillus 


ATCC 33384 


actinomycetemcomitans 




Neisseria meningitis 


ATCC 6253 


Rhodobacter capsulatus 


ATCC 11166 ! 


Campylobacter jejuni 


ATCC 33560 


Lactococcus lactis 


ATCC 7962 


Prochlorococcus marinus 


PCC7118 


Bacillus stearothermophilus 


ATCC 12980 



ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA 
PCC: Pasteur Culture Collection of Cyanobacterla. Paris Frankreich 
DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

Die erfindungsgemalS eingesetzte metF-kodierende Sequenz umfasst vorzugsweise elne kodie- 
rende Sequenz gemali SEQ ID NO:1 , 3, 5, 7, 9, 1 1 , 1 3, 1 5, 1 7, 1 9, 21 , 23, 25, 27, 29, 31 , 33, 35, 
37, 39, 41 , 43, 45, 47, 49, 51 und 53 oder eine dazu homologe Nukleotidsequenz, welchefOrein 
Protein mit metF-Aktivitat kodiert, umfasst 

Die erfindungsgemali eingesetzte metF-kodierende Sequenz kodiert auBerdem vorzugsweise 
fur ein Protein mit metF-Aktivitat, wobei das Protein eine Aminosauresequenz gemalJ SEQ ID 
NO:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42,44, 46, 48, 50. 52 
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und 54 Oder eine dazu homologe Aminosauresequenz, welch© fQrein Protein mit metF-Aktivitat 
steht, umtasst 

Die kodierende metF-Sequenz ist vorzugsweise eine in coryneformen Bakterien replizierbare 
Oder eine stabil in das Chromosom intregrierte DNA oder eine RNA. 

GemaB einer bevorzugten AusfOhrungsform wird das erfindungsgemaBe Verfahren durchge- 
fQhrt, indem man 

a) einen mit einem Plasmidvektor transformierten Bakterienstamm einsetzt derwenigstens 
eine Kopie der kodierenden metF-Sequenz unter der Kontrolle regulativer Sequenzen tragt, oder 

b) einen Stamm einsetzt, in dem die kodierende metF-Sequenz in das Chromosom des 
Bakteriums integriert wurde. 

Es ist weiterhin bevorzugt, die kodierende metF-Sequenz fur die Fermentation zu Oberexprimie- 
ren. 

AuBerdem kann es wQnschenswertsein, Bakterien zu fermentieren, in denen zusatzlich wenigs- 
tens ein weiteres Gen des Biosyntheseweges der gewQnschten schwefelhaWgen Feinchemikalie 
verstarkt ist; und / oder 

in denen wenigstens ein Stoffwechselweg zumindest teilweise ausgeschaltet sind, der die Bil- 
dung der gewQnschten schwefelhalBgen Feinchemikalie vemngert 

AuBerdem kann es wQnschenswert seln, Bakterien zu fermentieren, in denen zusatzlich wenigs- 
tens ein weiteres Gen des Biosyntheseweges der gewQnschten schwefelhaWgen Feinchemikalie 
durch Stoffwechselmetabolite in seiner Aktivitat nicht in unerwOnschter Weise beeinflusst wird. 

GemaB einer weiteren AusfOhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden deshalb 
coryneforme Bakterien fermentiert, in denen gleichzeitig wenigstens eines der Gene, ausgewahlt 
unter 

a) dem fQr eine Aspartatkinase kodierenden Gen lysC, 

b) dem fQr eine Aspartat-Semialdehyd-Dehydrogenase kodierenden Gen asd 

c) dem fQr die Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase kodierenden Gen gap, 

d) dem fQr die 3-Phosphoglycerat Kinase kodierenden Gen pgk, 

e) dem fQr die Pyruvat Carboxylase kodierenden Gen pyc, 

f) dem fQr die Triosephosphat Isomerase kodierenden Gen tpi, 
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9) 


dem fur die Homosenn O-Acetyltransferase kodierenden Gen metA, 


K\ 


dem fdr die Cystahionin-gamma-Synthase kodierenden Gen metB, 


1) 


dem for die Cystaniomn-gamma-Lyase kodierenden Gen metC, 


j) 


dem fQrdie Serin-Hydroxymethyltransferase kodierenden Gen glyA, 


k) 


dem fQrdie O-Acetylhomosenn-Sulfhydrylase kodierenden Gen metY, 




dem fQrdie Methionin Synthase kodierenden Gen metH, 


m) 


dem fOr die Phosphoserin-Aminotransferase kodieren Gen serC 


n) 


dem fQrdie Phosphosenn-Phosphatase kodieren Gen serB, 


0) 


dem fQrdie Serine Acetyl-Transferase kodieren Gen cysE, 


P) 


dem fQrdie Homoserin-Dehydrogenase kodieren Gen horn, 


Qberexprimiert 1st 



GemaB einer anderen AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden corynefor- 
me Bakterien fermentiert, in denen gleichzeitig wenigstens eines der Gene ausgewaM unter 
Genen der oben genannten Gruppe a) bis p) mutiert 1st, so dass die korrespondierenden Protei- 
ne, verglichen mit nicht mutierten Proteinen, in geringerem MaBe Oder nicht durch Stoffwech- 
selmetabolite in ihrer Aktivltat beeinflusst werden und dass insbesondere die erfindungsgemaBe 
Produktion der Feinchemikalie nicht beeintrachtigt wird. 

GemaB einer anderen AusfQhrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens werden corynefpr- 

me Bakterien fermentiert, In denen gleichzeitig wenigstens eines der Gene, ausgewahlt unter 
q) dem fOr die Homoserine-Kinase kodierenden Gen thrB, 
r) dem fQr die Threonin Dehydratase kodierenden Gen ilvA, 
s) dem fQr die Threonin Synthase kodierenden Gen thrC 
t) dem fOr die Meso-Diaminopimelat D-Dehydrogenase kodierenden Gen ddh 
u) dem fQr die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase kodierenden Gen pck, 
v) dem fQr die Glucose-6-Phosphat-6-lsomerase kodierenden Gen pgi, 
w) dem fQr die Pyruvat-Oxidase kodierenden Gen poxB, 
x) dem fQr die Dihydrodipicolinat Synthase kodiemden Gen dapA, 
y) dem fQr die Dihydrodipicolinat Reduktase kodiemden Gen dapB; Oder 
z) dem fQr die Diaminopicolinat Decarboxylase kodiemden Gen lysA 

abschwacht ist, Insbesondere durch Verringerung der Expressionsrate des korrespondierenden 

Gens. 

GemaB einer anderen AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden corynefor- 
me Bakterien fermentiert, in denen gleichzeitig wenigstens eines der Gene der obigen Gruppen 
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q) bis z) mutiert 1st, so dass die enzymatische Aktivitat des korrespondierenden Proteins teilwei- 
se oder vollstandig verringert wird. 

Vorzugsweise werden in dem erfindungsgemalien Verfahren Mikroorganismen derArtCoryne- 
bacterium glutamicum eingesetzt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betriffl ein Verfahren zur Herstellung eines L-Methionin- 
haltigen Tlerfuttermittel-Additivs aus FermentationsbrOhen, welches folgende Schritte umfasst 

a) Kultivierung und Fermentation eines L-Methionin produzierenden Mikroorganis- 
mus in einem Fermentatlonsmedium; 

b) Entfemung von Wasser aus der L-Methionin haltigen Fermentationsbruhe; 

c) Entfemung der wahrend der Fermentation gebildeten Biomasse in einer Menge 
von 0 bis 100 Gew.-%; und 

d) Trocknung der gemaB b) und/oder c) erhaltenen FermentationsbrOhe, urn das 
Tlerfuttermittel-Additiv in der gewflnschten Pulver- oder Granulatform zu erhalten. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfells die erstmalig aus obigen Mikroorganismen isolierten > 
kodierenden metF-Sequenzen, die davon kodlerten metF-Enzyme sowie die fiinktionalen Homo- 
logen dieser Polynukleotide bzw. Proteine. 

Detailllerte Beschreibuna der Erfindung 

a) Allgemeine Begriffe 

Als Proteine mit der Aktivitat der Methylentetrahydrofblat-Reduktase werden solche Proteine 
beschrieben, die in der Lage sind 5,10-Methylenetetrahydrofolat (CH2-H(4)Folat) unter Oxi- 
dation des Cofaktors NADH oder NADPH zu 5-Methyltetrahydrofolat (CH 3 -H(4)Folat) zu re- 
duzieren. 

Dem Fachmann sind weitere Details des metF Proteins bekannt (Matthews RG. Sheppard C. 
Goulding C. European Journal of Pediatrics. 157 Suppl 2:S54-9, 1998, Trimmer EE. Ballou DP. 
Matthews RG. Biochemistry. 40(21 ):6205-1 5, 2001 ). Der Fachmann kann die enzymatische Akti- 
vivtat von metF durch Enzymtests nachweisen, Vorschriften dafQr konnen sein: Matthews, R.G., 
Methylenetetrahydrofolate reductase from pig liver. Methods in Enzymology. 122:372-81 , 1986. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfasst der Begriff „schwefelhaltige Feinchemikalie" 
jegliche chemische Verbindung, die wenigstens ein Schwefelatom kovalent gebunden enthalt 



und durch ein erfindungsgemaiJes Fermentationsverfahrens zuganglich ist. Nichtlimitierende 
Beispiele dafdr sind Methionin, Homocystein, S-Adenosyl-Methionin, insbesondere Methionin, 
und S-Adenosyl-Methionin. 

5 tm Rahmen der voriiegenden Erfindung umfassen die Begriffe „L-Methionin B , „Methionin", Ho- 
mocystein und S-Adenosylmethionin auch die korrespondierenden Salze, wie z. B. Methionln- 
Hydrochiorid Oder Methionin-Sulfat 

"Polynukleotide" bezeichnet im allgemeinen Poiyribonukleotide (RNA) und Polydeoxyribonukleo- 
1 0 tide (DNA), wobei es sich urn nicht modifizierte RNA oder DNA Oder modifizierte RNA Oder DNA 
handelnkann. 

Unter "Polypeptide^ versteht man erfindungsgemaft Peptide oder Proteine, die zwei oder mehr 
Ober Peptidbindungen verbundene Amlnosauren enthalten. 

15 

Der Begriff .Stoflwechselmetabolit" bezeichnet chemische Verbindungen, die im Stoffwechsel 
von Organismen als Zwischen- oder auch Endprodukte vorkommen und die neben ihrer Eigen- 
schaft als chemische Bausteine auch modulierende Wirkung auf Enzyme und ihre katalytische 
Aktivitat haben kannen. Dabei Ist aus der Uteratur bekannt, dass solche Stoffwechselmetabolite 
20 sowohl hemmend als auch stimulierend auf die Aktvitat von Enzymen wirken kdnnen (Bioche- 
mistry, Stryer, Lubert, 1995 W. H. Freeman & Company, New York, New York.). In der Uteratur 
ist auch beschrieben, dass es mOglich ist durch Ma&nahmen wie Mutation der genomischen 
DNA durch U V-Strahlung, lonisierender Strahlung oder mutagene Substanzen und nachfolgen* 

• der Selektion auf bestimmte Phdnotypen in Organismen solche Enzyme zu produzieren, in de- 
nen die Beeinflussung durch Stoffwechselmetabolite verSndert wurde (Sahm H. Eggeling L. de 
Graaf AA. Biological Chemistry 381 (9-1 0):899-910, 2000; Eikmanns BJ. Eggeling L. Sahm H. 
Antonie van Leeuwenhoek. 64:145-63, 1993-94). Diese veranderten Eigenschaften kdnnen auch 
durch gezielte MaBnahmen erreicht werden. Dabei Istdem Fachmann bekannt, dass in Gene fur 
Enzyme auch gezielt bestimmte Nukleotide der fur das Protein kodierenden DNA so zu verBn- 
30 dem, dass das aus der exprimierten DNA-Sequenz resultierende Protein bestimmte neue Ei- 
genschaften aufweist, so zum Belspiel, dass die modulierende Wirkung von Stofrwechselmeta- 
boliten gegenQber dem nicht veranderten Protein verSndert ist 

Enzyme kdnnen derart in ihrer Aktivitat beeinfluBt werden, dass es zu einer Verringerung der 
35 Reaktionsgeschwindigkeit, oder zu einer VerSnderung der Affinitat gegenOber dem Substrat o- 
der zu einer Anderung der Reaktionsgeschwindigkeiten. 
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Die Begriffe "exprimieren" bzw. "Verstarkung" oder„Oberexpression" beschreiben im Kontextder 
Erflndung die Produktion bzw. Erhohung der intrazellulSren Aktivitat eines Oder mehrerer Enzy- 
me in einem Mikroorganismus, die durch die entsprechende DNA kodiert werden. Dazu kann 
man beispielsweise ein Gen in einen Organismus einbringen, ein vorhandenes Gen durch ein 
5 anderes Gen ersetzen, die Kopienzahl des Gens bzw. der Gene erhdhen, einen starken Promo- 
tor verwenden oder ein Gen verwenden, das fQr ein entsprechendes Enzym mit einer hohen 
Aktivitat kodiert und man kann gegebenentalls diese Maftnahmen kombinieren. 

b) ErflndungsgemaBe metF-Protelne 

Erfindungsgemaii mit umfasst sind ebentalls „funktionale Aquivalente" der konkret offenbarten 
metF-Enzyme aus Organismen obiger Liste I. 

„Funktionale Aquivalente" oder Analoga der konkret offenbarten Polypeptide sind im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung davon verschiedene Polypeptide, welche weitemin die gewOnschte 
blologische Aktivitat, wie z.B. Substratspezifitat, besitzen. 

Unter "f unktionalen Aquivalenten" versteht man erfindu ngsgemaB insbesondere Mutanten, wel- 
che in wenigstens einer der oben genannten Sequenzpositionen eine andere als die konkret 
genannte Aminosaure aufweisen aber trotzdem eine der oben genannten biologische Aktivitat 
besitzen. "Funktionale Aquivalente" umfassen somit die durch eine oder mehrere Aminosaure- 
Additionen, -Substitutionen, -Deletionen und/oder -Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die 
genannten Veranderungen in jeglicher Sequenzposition auftreten kdnnen, solange sie zu einer 
Mutante mitdem erfindungsgemaiien EigenschaftsprofilfOhren. Funktionale Aquivalenzist ins- 
besondere auch dann gegeben, wenn die Reaktivitatsmusterzwlschen Mutante und unverander- 
tem Polypeptid qualitativ Obereinstimmen, d.h. beispielsweise gleiche Substrate mit unterschied- 
licher Geschwindigkeit umgesetzt werden. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen natQriich auch Polypeptide welche aus anderen Organis- 
30 men zuganglich sind, sowie natQriich vorkommende Varianten. Beispielsweise lassen sich durch 
Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen und in Anlehnung an die 
konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente Enzyme ermitteln. 

„Funktionale Aquivalente" umfassen ebenfalls Fragmente, vorzugsweise einzelne Domanen o- 
35 der Sequenzmotive, der erfindungsgemaiien Polypeptide, welche z.B. die gewOnschte biologi- 
sche Funktion aufweisen. 
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n Funktionale Aquivalente" sind auBerdem Fusionsproteine, welche ein der oben genannten Po- 
lypeptidsequenzen oder da von abgeleitete funktionale Aquivalente und wenigstens eine weitere, 
davon fiinktionell verschiedene, heterologe Sequenz in funktioneller N- oder C-terminaler Ver- 
knQpfung (d.h. ohne gegenseitigen wesentliche funktlonelle BeeintrSchtigung der Fusionsprote- 
5 inteile) aufweisen. Nichtlimitiemde Belsplele fUr derarbge heterologe Sequenzen sind z.B. Sig- 
nalpeptide, Enzyme, Immunoglobuline, Oberfiachenantigene, Rezeptoren oder Rezeptorligan- 
den. 

ErfindungsgemSfi mit umfasste n funktionaIe Aquivalente 11 sind Homologe zu den konkret offen- 
1 0 barten Proteinen. Diese besitzen wenigstens 30%, oder etwa 40%, 50 %, vorzugsweise wenigs- 
tens etwa 60 %, 65%, 70%, oder 75% ins besondere wenigsten 85 %, wie z.B. 90%, 95% oder 
99%, Homologle zu einer der konkret offenbarten Sequenzen, berechnet nach dem Algorithmus 
von Pearson und Lipman, Proc. Natl. Acad, ScL (USA) 85(8), 1988, 2444-2448. 

15 Homologe der erfindungsgemd&en Proteine oder Polypeptide kdnnen durch Mutagenese er- 
zeugt werden, z.B. durch Punktmutation oder VerkQrzung des Proteins. Der Begriff "Homolog", 
wie er hier verwendet wird, betrifft eine variante Form des Proteins, die als Agonist o- 
der Antagonist der Protein-Aktivitat wirkt 



20 Homologe des erfindungsgemSften Proteine kdnnen durch Screening kombinatorischer Banken 
von Mutanten, wie z.B. VerkQrzungsmutanten, identifiziert werden. Beispielsweise kann eine 
variegierte Bank von Protein-Varianten durch kombinatorische Mutagenese auf Nukleinsaure- 
ebene erzeugt werden, wie z.B. durch enzymatisches Ligieren eines Gemisches synthetischer 
Oligonukleotide. Es gibt eine Vielzahl von Verfahren, die zur Herstellung von Banken potentieller 
m Homologer aus einer degenerierten Oligonukleotidsequenz verwendet werden kdnnen. Die 
chemische Synthese einer degenerierten Gensequenz kann in einem DNA-Syntheseautomaten 
durchgefQhrt werden, und das synthetische Gen kann dann in einen geeigneten Expressions- 
vektor ligiert werden. Die Verwendung eines degenerierten Gensatzes ermdglicht die Bereitstel- 
lung sSmtlicher Sequenzen in einem Gemisch, die den gewOnschten Satzan potentiellen Prote- 

30 insequenzen codieren. Verfahren zur Synthese degenerierter Oligonukleotide sind dem Fach- 
mann bekannt (Z.B. IMarang, SA (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura etal. (1984) Annu. Rev. Bio- 
chem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science 198:1056; Ike et at. (1983) Nucleic Acids Res. 
11:477). 

35 ZusStzlich kfinnen Banken von Fragmenten des Protein-Codons verwendet werden, urn eine 
variegierte Population von Protein-Fragmenten zum Screening und zuranschlieftenden Selekti- 
on von Homologen eines erfindungsgemaiien Proteins zu erzeugen. Bei einer AusfQhaingsform 
kann eine Bank von kodierenden Sequenzfragmenten durch Behandeln eines doppelstrangigen 
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PCR-Fragmentes einer kodierenden Sequenz mit einer Nuklease unter Bedingungen, unter de- 
nen ein Nicking nur etwa einmal pro MolekOI erfolgt, Denaturieren der doppelstrangigen DNA, 
Renaturieren der DNA unter Bildung doppelstrangiger DNA, die Sense-/Antisense-Paare von 
verschiedenen genickten Produkten umfassen kann, Entfemen einzelstrangigerAbschnitteaus 
5 neu gebildeten Duplices durch Behandlung mit S1 -Nuclease und Ligieren der resuitierenden 
Fragmentbank in einen Expressionsvektor erzeugt werden. Durch dieses Verfahren kann eine 
Expressionsbank hergeleitet werden, die N-terminate, C-terminale und interne Fragmente mit 
verschiedenen Grdllen des erfidungsgem§Ben Proteins kodiert. 

10 Im Stand der Technik sind mehrere Techniken zum Screening von Genprodukten kombinatori- 
scher Banken, die durch Punktmutationen oder VerkOrzung hergestellt worden sind, und zum 

• Screening von cDNA-Banken auf Genprodukte mit einer ausgewahlten Eigenschaft bekannt 
Diese Techniken lassen sich an das schnelle Screening der Genbanken anpassen, die durch 
kombinatorische Mutagenese von erfindungsgemafter Homologer erzeugt worden sind. Die am 
1 5 haufigsten verwendeten Techniken zum Screening grofter Genbanken, die einer Analyse mit 
hohem Durchsatz unterliegen, umfassen das Klonieren der Genbank in replizterbare Expressi- 
onsvektoren, Transformieren der geeigneten Zellen mit der resuitierenden Vektorenbank und 
Exprimieren der kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der Nachweis derge- 
wOnschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der das Gen codiert, dessen Produkt nachgewie- 
20 sen wurde, erleichtert Recursive-Ensemble-Mutagenese (REM), eine Technik, die die Haufigkeit 
funktioneller Mutanten in den Banken vergroBert, kann in Kombination mit den Screeningtests 
verwendet werden, urn Homologe zu identifizieren (Arkin und Yourvan (1992) PNAS 89:781 1- 
781 5; Delgnave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327-331 

c) Erfindunasqemafte Polvnukleotide 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso Nukleinsauresequenzen (einzel- und doppelstrangige 
DNA- und RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA), kodierend fOr eines der obigen metF- 
Enzyme und deren funktionalen Aquivalenten, welche z.B. auch unter Verwendung kOnstiicher 
30 Nukleotidanafoga zuganglich sind. 

Die Erfindung betrifft sowohl isolierte NukleinsauremolekOle, welche fOr erfindungsgemalie Po- 
lypeptide bzw. Proteine oder biologisch aktive Abschnitte davon kodieren, sowie Nukleinsaure- 
fragmente, die z.B. zur Verwendung als Hybridisierungssonden oder Primer zur Identifizierung 
35 oder Amplifizierung von erfindungsgemaiier kodierenden Nukleinsauren venwendet werden k6n- 
nen. 



11 

Die erfindungsgemaBen NukleinsauremolekOle kdnnen zudem untranslatierte Sequenzen vom 
3'- und/oder 5-Ende des kodierenden Genbereichs enthalten 

Ein "isoliertes" NukleinsauremolekOI wird von anderen NukleinsauremolekOlen abgetrennt, die in 
5 der natQrlichen Quelle der Nukleinsaure zugegen sind und kann Qberdies im wesentlichen frei 
von anderem zellularen Material oder Kulturmedium sein, wenn es durch rekombinante Techni- 
ken hergestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen Chemikalien sein, wenn 
es chemisch synthetisiert wird. 

1 0 Die Erfindung umfasst weiterhin die zu den konkret beschriebenen N ukleotidsequenzen kbm- 
plementaren NukleinsauremolekOle oder einen Abschnitt davon. 

Die erfindungsgemaa Nukleotidsequenzen ermdgiichen die Erzeugung von Sonden und Pri- 
mem, die zur Identifizierung und/oder Klonierung von homologer Sequenzen in anderen Zellty- 
1 5 pen und Organismen verwendbar sind. Solche Sonden bzw. Primer umfassen gewdhnlich einen 
Nukleotidsequenzbereich, der unterstringenten Bedingungen an mindestens etwa 12, vorzugs- 
weise mindestens etwa 25, wie z.B. etwa 40, 50 oder 75 aufeinanderfolgende Nukleotide eines 
Sense-Stranges einer erfindungsgemafien Nukleinsauresequenz oder eines entsprechenden 
Antisense-Stranges hybridisiert. 

20 

Weitere eiflndungsgemaBe Nukleinsauresequenzen sind abgeleitet von SEQ ID NO:1 , 3, 5, 7, 9, 
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47. 49, 51 oder 53 und un- 
terscheiden sich davon durch Addition, Substitution, Insertion oder Deletion einzelneroder meh- 
rerer Nukleotide, kodieren aber weiterhin fur Polypeptide mitdem gewQnschten Eigenschaftspro- 

• fil. Dies kdnnen Polynukleotide sein, die zu obigen Sequenzen In mindestens etwa 50%, 55%, 
60%, 65%, 70%, 80% oder 90%, vorzugsweise in mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 98% oder 
99% der Sequenzpositionen identisch sind. 

Erfindungsgemaa umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen, die sogenannte stumme 
30 Mutationen umfassen oder entsprechend der Codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- oder 
Wirtsorganlsmus, im Verglelch zu einer konkret genannten Sequenz verandert sind, ebenso wie 
natQriich vorkommende Varianten, wie z.B. Spleiftvarianten oder Allelvarianten, davon. Gegens- 
tand sind ebenso durch konservative Nukleotidsubstutionen (d.h. die betreffende Aminosaure 
wird durch eine Aminosaure gleicher Ladung, Grdfte, Polaritat und/oder Ldslichkeit ersetzt) er- 
35 halttiche Sequenzen. 
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Gegenstand der Erflndung sind auch die durch Sequenzpoiymorphismen von den konkret offen- 
barten Nukleinsauren abgeleiteten MolekQIe. Diese genetischen Polymorphismen kdnnen zwi- 
schen Individuen innerhalb einer Population aufgrund der natOrlichen Variation existieren. Diese 
natOrlichen Variationen bewirken Oblicherweise eine Varianz von 1 bis 5 % in der Nukleotidse- 
5 quenz eines Gens. 

Weiterhin umfasst die Erfindung auch Nukleinsauresequenzen, welchen mit oben genannten 
kodierenden Sequenzen hybridisieren oderdazu komplementar sind. Diese Polynukleotide las- 
sen sich bei Durchmusterung von genomischen oder cDNA-Banken auffinden und gegebenen- 
1 0 falls daraus mit geeigneten Primem mittels PCR vermehren und anschlieBend beispielsweise 
mit geeigneten Sonden isolieren. Eine weitere Mdglichkeit bietet die Transformation geeigneter 
Mikroorganismen miterfindungsgemaUen Polynukleotiden Oder Vektoren, die Vermehrung der 
Mikroorganismen und dam'rt der Polynukleotide und deren anschlieBende Isolierung. DarQber 
hinaus kdnnen erfindungsgemaBe Polynukleotide auch auf chemischem Wege synthetislert 
15 werden. 

Unter der Eigenschaft, an Polynukleotide .hybridisieren" zu kdnnen, versteht man die Fahlgkeit 
eines Poly- oder Ollgonukleotids unter stringenten Bedingungen an eine nahezu komplementare 
Sequenz zu binden, wahrend unter diesen Bedingungen unspezifische Bindungen zwischen 
20 nicht-komplementaren Partnern unterbleiben. Dazu sollten die Sequenzen zu 70-100%, vor- 
zugsweisezu 90-100%, komplementar sein. Die Eigenschaft komplementarer Sequenzen, spe- 
zifisch aneinander binden zu kdnnen, macht man sich beispielsweise in der Northern- oder Sou- 
thern-Blot-Technik oder bei der Primerbindung In PCR oder RT-PCR zunutze. Oblicherweise 
werden dazu Oiigonukleotlde ab einer Lange von 30 Basenpaaren eingesetzt Unter stringenten 
Bedingungen versteht man beispielsweise in der Northem-Blot-Technik die Verwendung einer 
50 - 70 °C, vorzugsweise 60 - 65 °C warmen Waschldsung, beispielsweise 0,1x SSC-Puffer mit 
0,1% SDS (20x SSC: 3M NaCI, 0,3M Na-Citrat, pH 7,0) zur Elution unspezifisch hybridisierter 
cDNA-Sonden oder Oiigonukleotlde. Dabei bleiben, wie oben erwahnt, nur in hohem Malie 
komplementare Nukleinsauren aneinander gebunden. Die Einstellung stringenter Bedingungen 
30 Istdem Fachmann bekanntund istz:B. in Ausubel etal., Current Protocols in Molecular Biology, 
John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. beschrieben. 

c) Isolleruno der kodierenden metF-Gene 




35 



Die fur das Enzym Methylentetrahydrofolat Reduktase kodierenden metF-Gene aus den Orga- 
nlsmen obiger Liste I sind in an sich bekannter Weise isolierbar. 
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Zur Isolierung der metF-Gene oder auch anderer Gene der Oraanismen aus obiger Liste I wlrd 
zunachst eine Genbank dieses Organsimus in Escherichia coli (E. coli) angelegt Das Anlegen 
von Genbanken ist in allgemein bekannten LehrbQchem und HandbOchern ausfDhrlich beschrie- 
ben. Als Beispiei seien das Lehrbuch von Winnacken Gene und Klone, Eine EinfQhrung in die 
5 Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1990), oder das Handbuch von 
Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
1989) genannt. Eine sehr bekannte Genbank ist die des E. coli K-12 Stammes W31 10, die von 
Kohara et al. (Cell50, 495-508 (198)) in X-Vektoren angelegt wurde. 

1 0 Zur Herstellung einer Genbank von Organismen der Liste I in E. coli kannen Cosmide, wie der 
Cosmidvektor SuperCos I (Wahl etal., 1987, Proceedings of the National Academy of Sciences 

• USA, 84: 2160-2164), aberauch Plasmide, wie pBR322 (BoliVal; Life Sciences, 25, 807-818 
(1979)) oder pUC9 (Vieira etal., 1982, Gene, 19: 259-268), verwendetwerden. Als Wlrte eignen 
sich besonders solche E. coli Stamme, die restriktions- und rekomblnationsdefekt sind. Bn Bel- 
1 5 spiel hierfur ist der Stamm DH5amcr, der von Grant et al. (Proceedings of the National Academy 
of Sciences USA, 87 (1 990) 4645-4649) beschrieben wunde. Die mit Hilfe von Cosmiden Wonier- 
ten langen DNA-Fragmente konnen anschliefJend wiederum in gangige, fOrdie Sequenzterung 
geelgnete Vektoren subkloniert und anschliefJend sequenziert werden, so wie es z. B. bei San- 
ger et al. (proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 74: 
20 5463-5467, 1977) beschrieben ist 

Die erhaltenen DNA-Sequenzen kdnnen dann mit bekannten Algorithmen bzw. Seqtienzanalyse- 
Programmen, wie z. B. dem von Staden (Nucleic Acids Research 14,217-232(1 986)), dem von 

• Marck (Nucleic Acids Research 16, 1829-1836 (1988)) oder dem GCG-Programm von Butler 
(Methods ofBiochemical Analysis 39, 74-97 (1998)), untereucht werden. 

Die fur die metF-Gene kodierenden DNA-Sequenzen von Organismen gemafc obiger Liste I 
wurde gefunden. Insbesondere wurden DNA-Sequenzen gemali gemaB SEQ ID NO:1 , 3, 5, 7, 
9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 , 23, 25, 27, 29, 31 , 33, 35, 37, 39, 41 , 43. 45, 47, 49, 51 und 53. Wel- 
30 terhln wurde aus diesen vorliegenden DNA-Sequenzen mit den oben beschriebenen Methoden 
die AminosSuresequenzen der entsprechenden Proteine abgeleitet Durch SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 
10, 12. 14, 16. 18. 20. 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40. 42, 44, 46, 48, 50, 52 und 54 sind 
die sich ergebenden Aminosauresequenzen der metF-Genprodukte daitjestellt. 

35 Kodierende DNA-Sequenzen, die sich aus den Sequenzen gemaft SEQ ID NO: 1 , 3, 5, 7, 9, 1 1 , 
13. 15, 17, 1 9, 21 , 23, 25, 27, 29, 31 , 33, 35, 37, 39, 41 , 43, 45, 47, 49, 51 und 53 durch die De- 
generation des genetischen Kodes ergeben, sind ebenfalls Gegenstand derErfindung. In glei- 
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cher Weisesind DNA-Sequenzen, die mitdiesen Sequenzen oderdavon abgeleiteten Sequenz- 
teilen hybridisieren, Gegenstand der Erfindung. 

Anleitungen zur Identifizierung von DNA-Sequenzen mittels Hybridislerungfindetder Fachmann 
5 unter anderem im Handbuch "The DIG System Users Guide fOr Filter Hybridization" der Firma 
Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Deutschland, 1993) und bei Liebl etal. (International 
Journal of Systematic Bacteriology (1 991 ) 41 : 255-260). Anleitungen zur Amplifikation von DNA- 
Sequenzen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)findet der Fachmann unter anderem 
Im Handbuch von Gait Oligonukleotide synthesis: A Practical Approach (IRL Press, Ox- ford, 
10 UK, 1984) und bei Newton und Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, 
Deutschland, 1994). 

Weiterhin 1st bekannt, dass Anderungen am N- und/oder C- Terminus eines Proteins dessen 
Funktion nicht wesentlich beeintrachtigen oder sogarstabillsieren kdnnen. Angaben hierzu findet 
15 der Fachmann unter anderem bei Ben-Bassat et al. (Journal of Bacteriology 169: 751-757 
(1987)), bei O'Regan etal. (Gene 77: 237-251 (1989), bei Sahin-Toth etal. (Protein Sciences 3: 
240-247 (1994)), bei Hochuli et al. (Blontechnology 6: 1321-1325 (1988)) und in bekannten 
LehrbQchem der Genetik und Molekularbiologie. 

20 Aminosauresequenzen, die sich in entsprechender Weise aus den SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12, 
14, 16, 1 8, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52 und 54 ergeben, sind 
ebenfalls Bestandteil der Erfindung. 

d) ErfindunasqemaR verwendete Wirtszellen 

Weltere Gegenstande der Erfindung betreffen als Wirtszelle dienende Mikroorgansismen, Insbe- 
sondere coryneforme Bakterien, die einen Vektor, insbesondere Pendelvektor oder Plasmidvek- 
tor, derwenigstens ein metF-Gen gerfindungsgemaBer Definition tragt, enthalten oder in denen 
ein erfindungsgema&es metF-Gen exprimiert bzw. verstarkt ist 

30 

Diese Mikroorganismen kannen schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L-Methionin, 
aus Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke, Cellulose oder aus Gly- 
cerin und Ethanol herstellen. Vorzugsweise sind dies coryneforme Bakterien, Insbesondere der 
Gattung Corynebacterium. Aus der Gattung Corynebacterium ist insbesondere die Art Coryne- 
35 bacterium glutamicum zu nennen, die in der Fachwelt fur ihre FShigkeit bekannt ist, L- 
Aminosauren zu produzieren. 
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Als Beispiele fOr geelgnete Stamme coiyneformer Bakterien sind solche der Gattung Corynebac- 

terium, insbesondere der Art Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), wie 

Corynebacterlum glutamicum ATCC 13032, 

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806, 

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 1 3870, 

Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539, 

Corynebacterium melassecola ATCC 1 7965 

Oder 

der Gattung Brevibacterium, wie 
Brevibacterium flavum ATCC 14067 
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 und 
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020 zu nennen; 
Oder davon abgeleitete Stamme, wie 
Corynebacterium glutamicum KFCC10065 
Corynebacterium glutamicum ATCC21608 

welche ebenfalls die gewunschte Feinchemikalie Oder deren Vorstufe(n) produzieren. 
Mitder AbkQrzung KFCC istdie Korean Federation of Culture Collection gemeint, mitder AbkOr- 
zung ATCC die American type strain culture collection, mit der AbkQrzung FERM BP die Samm- 
lung des National institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science 
and Technology, Japan bezeichnet 

e) DurchfOhrung dererfindunasoemaRen Fermentation 

ErfindungsgemaB wurde festgestelit, dass coryneforme Bakterien nach Oberexpresslon eines 
metF-Gens aus Organismen der Liste I in vorteilhafter Weise schwefelhaltige Felnchemikalien, 
insbesondere L-Methionin, produzieren. 

Zur Erzielung einer Oberexpresslon kann der Fachmann unterschiedliche MaBnahmen einzeln 
Oder in Kombination ergreifen. So kann die Kopienzahl der entsprechenden Gene erhdhtwer- 
den, oder es kann die Promoter- und Regulationsregion Oder die Ribosomenbindungsstelle, die 
sich stromaufwartsdes Stmkturgens befindet, mutiertwerden. In gleicherWeisewirken Expres- 
sionskassetten, die stromaufwarts des Stmkturgens eingebaut werden. Durch Induzierbare Pro- 
motoren ist es zusatzlich mSglich, die Expression im Verlaufe der fermentativen L-Methionin- 
Produktion zu steigem. Durch Malinahmen zur Veriangerung der Lebensdauer der mRNA wird 
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ebenfalls die Expression verbessert Weiterhin wind durch Verhinderung des Abbaus des En- 
zymproteins ebenfalls die Enzymaktivitat verstarkt Die Gene Oder Genkonstrukte k6nnen ent- 
weder in Plasmiden mit unterschiedlicher Koplenzahl voriiegen oder im Chromosom integriert 
und amplifiziert sein. Altemativ kann weiterhin eine Uberexpression der betreffenden Gene 
durch Veranderung der Medienzusammensetzung und KulturfOhrung erreicht werden. 

Anleitungen hierzu findet der Fachmann unter anderem bei Martin et al. (Biontechnology 5, 137- 
146 (1987)), bei Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya und Morinaga 
(Bio/Technology 6, 428-430 (1 988)), bei Eikmanns et al. (Gene 1 02, 93-98 (1991 )), in der Euro- 
paischen Patentschrift 0472869. im US Patent 4,601 ,893. bei Schwarzer und PQhler (Biotechno- 
logy 9, 84-87 (1991), bei Remscheid etal. (Applied and Environmental Microbiology 60,126-132 
(1994), bei LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), in der PatentanmeJ- 
dung WO 96/15246, be! Malumbres etal. (Gene 134. 15-24 (1 993)), in derjapanischen Offenle- 
gungsschrift JP-A-1 0-229891, bei Jensen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering 
58..191-195 (1998)), bei Makrides (Microbiological Reviews 60 : 512-538 (1996) und in bekann- 
ten Lehrbuchem der GenetJk und Molekularbiologie. 

Gegenstand der Erflndung sind deshalb auch Expressionskonstrukte, enthaltend unter der ge- 
netJschen Kontrolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine for ein erfindungsgema&es Poly- 
peptid kodlerende Nuklelnsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines dleser 
Expressionskonstrukte. Vorzugsweise umfassen solche erfindungsgemaBen Konstaikte 5'- 
stromaufwarts von der jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promoter und S'-stromabwarts 
eine Terminatorsequenz sowie gegebenenfalls weitere Qbliche regulative Elemente, und zwar 
jeweils operatJv verknOpft mit der kodierenden Sequenz. Unter einer „operativen VerknQpfung" 
versteht man die sequentielle Anordnung von Promoter, kodierender Sequenz, Terminator und 
gegebenenfalls weiterer regulativer Elemente derart, dass jedes der regulativen Elemente seine 
Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestimmungsgemali erfOllen kann. Bei- 
spiele fOroperativ verknQpfbare Sequenzen sind Aktivrleungssequenzen sowie Enhancer und 
dergleichen. Weitere regulative Elemente umfassen selektierbare Marker, Amplifikationssignale, 
ReplikatJonsursprilnge und dergleichen. Geeignete regulatorische Sequenzen sind z.B. be- 
schrieben in Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic 
Press, San Diego, CA (1 990). 

Zusatzlich zu den artrfiziellen Regulationssequenzen kann die naturliche Regulationssequenz 
vor dem eigentlichen Strukturgen noch vorhanden sein. Durch genetische Veranderung kann 
diese natOriiche Regulation gegebenenfalls ausgeschaltet und die Expression der Gene erhdht 
oder emiedrigt werden. Das Genkonstrukt kann aberauch einfacheraufgebautsein, das heiftt 
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es werden keine zusalzlichen Regulatlonsslgnale vordas Strukturgen insertlert und der natOrli- 
che Promotor mit seiner Regulation wild nicht entfemt Statt dessen wird die natOrliche Regulati- 
onssequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr erfblgt und die Genexpression gesteigert 
oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen k6nnen in einer oder mehreren Kopien im 
5 Genkonstrukt enthalten sein. 



Beispiele fOr brauchbare Promotoren slnd: die Promotoren, ddh, amy, lysC, dapA, lysA aus Co- 
rynebacterium glutamicum. aber auch gram-positiven Promotoren SP02 wie sie in Bacillus Sub- 
tilis and Its Closest Relatives, Sonenshein, Abraham L.,Hoch, James A, Losick, Richard; ASM 

1 0 Press, District of Columbia, Washington und Patek M. Eikmanns BJ. Patek J. Sahm H. Microbio- 
logy. 142 1297-309, 1996 beschrieben slnd, oder aber auch cos-, tac-, trp-,tet-, tip-tet-, Ipp-, lac- 

^ , Ipp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-. tn>, ara-, SP6-, l-PR- oder im l-PL-Promotor, die vorteilhaft- 

P erweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden. Bevorzugt 1st auch die Verwendung 
induzierbarer Promotoren, wie z.B. Hcht- und insbesondere temperaturinduzUerbarer Promoto- 

1 5 ran, wie der P,PrPromotor. Prinzipiell kdnnen alle natQriichen Promotoren mit ihren Regulations- 
sequenzen verwendet werden. Darflber hinaus kdnnen auch synthetische Promotoren vorteilhaft 
verwendet werden. 



Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Nukleinsaurese- 
quenzen und der Proteinexpression ermdglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorga- 
nismus bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimlert oder Oberexprimiert wird, oder 
dass es sofort exprimiert und/oder Oberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kdnnen dabei vorzugsweise die Expression posK 
tiv beeinflussen und dadurch erhdhen oder emiedrigen. So kann eine Verstarkung der regulato- 
rischen Elemente vorteilhatterweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke 
Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer verwendet werden. Daneben istaber 
auch eine Verstarkung der Translation mdglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA 
verbessertwird. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors, 
einer geeigneten Shine-Dalgamow-Sequenz mit einer metF-Nukleotidsequenzsowie einem ge- 
eigneten Terminationssignal. Dazu verwendet man gangige Rekombinations- und Klonie- 
rungstechniken, wie sie beispielsweise in Current Protocols in Molecular Biology, 1993, John 
Wiley & Sons, Incorporated, New York New York, PCR Methods, Gelfand, David H.. Innis, Mi- 
chael A, Sninsky, John J. 1999, Academic Press, Incorporated, California. San Diego. .. PCR 
Cloning Protocols, Methods in Molecular Biology Ser.. Vol. 192, 2nd ed.. Humana Press. New 
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Jersey, Totowa. T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Ma- 
nual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowle In T.J. Silhavy, M.L 
Berman und LW. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. etal., Current Protocols In Molecular Biolo- 
5 gy, Greene Publishing Assoc. and Wiley Intersclence (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in elnem ge- 
eigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise in einen wirtsspeziflschen Vektor insertiert, der eine 
optimale Expression der Gene im Wirt ermoglicht Vektoren sind dem Fachmann wohl bekannt 
1 0 und kflnnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" (Pouwels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amster- 
dam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind auller Plasmiden auch 

• alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Transposons, IS- 
Elemente, Phasmlde, Cosmide, und lineare oder zirkulare DNA zu verstehen. Diese Vektoren 
konnen autonom im Wirtsorganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

15 

Zur Verstarkung wurden erfindungsgemafce metF-Gene beispielhaft mit Hiife von episomalen 
Plasmiden Oberexprimiert. Als Plasmide eignen sich solche, die in coryneformen Bakterien repli- 
ziert werden. Zahlreiche bekannte Plasmidvektoren, wie z. B. pZ1 (Menkel et al., Applied and 
Environmental Microbiology (1989) 64: 549-554), pEKExl (Eikmanns et al., Gene 102: 93-98 
20 (1991)) oder pHS2-1 (Sonnen et al., Gene 107: 69-74 (1991)) beruhen auf den kryptischen 
Plasmiden pHM1519, pBL1 oder pGA1. Andere Plasmidvektoren, wiez. B. pCUK5MCS, oder 
solche, die auf pCG4 (US-A 4,489,160) oder pNG2 (Serwold-Davis et al., FEMS Microbiology 
Letters 66, 1 1 9-1 24 (1 990)) oder pAG1 (US-A 5,1 58,891 ) beruhen, kdnnen in gleicher Weise 
verwendet werden. 

Weiterhin eignen sich auch solche Plasmidvektoren mltHilfe derer man das Verfahren der Ge- 
namplifikation durch Integration in das Chromosom anwenden kann, so wie es beispielsweise 
von Remscheid etal. (Applied and Environmental Microbiology 60,126-132 (1994)) zur Duplika- 
tion bzw. Amplifikation des hom-thrB-Operons beschrieben wurde. Bel dieser Methode wird das 

30 vollstandige Gen in einen Plasmidvektor kloniert, der in einem Wirt (typischerweise E. coli), nicht 
aber in C. glutamicum replizieren kann. Als Vektoren kommen beispielsweise pSUP301 (Simon 
et al., Bio/ Technology 1,784-791 (1983)), pK18mob oder pK19mob (Schafer et al., Gene 
145,69-73 (1994)), Bernard et al., Journal ofMolecular Biology, 234: 534-541 (1993)), pEM1 
(Schrumpf et al. 1 991 , Journal of Bacteriology 1 73: 451 0-451 6) oder pBGS8 (Spratt et al.,1 986, 

35 Gene 41 : 337-342) in Frage. Der Plasmidvektor, der das zu amplifizierende Gen enthait, wird 
anschlieBend durch Transformation in den gewOnschten Stamm von C. glutamicum OberfOhrt 
Methoden zur Transformation sind beispielsweise bei Thierbach etal. (Applied Microbiology and 
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Biotechnology 29, 356-362 (1988)), Dunican und Shivnan (Biotechnology 7, 1067-1070 (1989)) 
und Tauch et al. (FEMS Microbiological Letters 123,343-347 (1 994)) beschrieben. 

Enzyme konnen durch Mutationen in den korrespondierenden Genen derart in Hirer Aktivitat 
5 beeinfluftt werden, dass es zu einer teilweisen Oder vollstandigen Verringerung der Reaktions- 
geschwindigkelt der enzymatischen Reaktion kommt. Beispiele fQr solche Mutationen sind dem 
Fachmann bekannt (Motoyama H. Yano H. Terasaki Y. Anazawa H. Applied & Environmental 
Microbiology. 67:3064-70, 2001 , Elkmanns BJ. Eggeling L Sahm H. Antonie van Leeuwenhoek. 
64:145-63, 1993-94.) 

10 

Zusatzlich kann es fOr die Produktion von schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L- 

• Methionin, vorteilhaft sein, neben einer Expression bzw. Verstarkung eines erfindungsgemaBen 
metF-Gen elnes oder mehrere Enzyme des jeweiligen Biosyntheseweges, des Cystein- 
Stoflwechselwegs, der Apratatsemialdehyd-Synthese, der Glykolyse, der Anaplerotik, des Pen- 
1 5 tose-Phosphat-Stoffwechsels, des Zltronensaure-Zyklus oder des Aminosaure-Exports zu ver- 
starken. 

So kann for die Herstellung von schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L-Methionin, 
eines oder mehrere der folgenden Gene verstarkt sein: 
20 - das fOr eine Aspartatklnase kodierende Gen lysC (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 281 ), 
-das fOr eine Aspartat-Semialdehyd kodierende Gen asd (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 
282), 

- das fOr die Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase kodierende Gen gap (Eikmanns 

• (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086), 
- das fQr die 3-Phosphoglycerat Kinase kodierende Gen pgk (Eikmanns (1 992), Journal of Bacte- 
riology 174: 6076-6086), 

- das fOr die Pynjvat Carboxylase kodierende Gen pyc (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 
174:6076-6086), 

- das fQr die Triosephosphat Isomerase kodierende Gen tpi (Eikmanns (1992), Journal of Bacte- 
30 riology 1 74: 6076-6086), 

- das fOr die Homoserin O-Acetyltransferase kodierende Gen metA (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 725), 

- das fOr die Cystahionin-gamma-Synthase kodierende Gen metB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 3491), 

35 - das fOr die Cystahionin-gamma-Lyase kodierende Gen metC (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 
3061), 

- das fQr die Serin-Hydroxymethyltransferase kodierende Gen glyA (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
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NO. 1110), 

- das fOr die O-Acetylhomoserin-Sulfhydrylase kodierende Gen metY (EP 1 108 790 A2; DNA- 
SEQ NO. 726), 

- das for die Methionin Synthase kodierende Gen metH (EP 1 108 790 A2), 

- das fOr die Phosphoserin-Aminotransferase kodierende Gen serC (EP 1 108 790 A2; DNA- 
SEQ NO. 928) 

- eines fOr die Phosphoserin-Phosphatase kodierende Gen serB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 334, DNA-SEQ NO. 467, DNA-SEQ NO. 2767) 

- das fOr die Serine Acetyl-Transferase kodierende Gen cysE (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 
2818) 

- das fQreine Homoserin-Dehydrogenase kodierende Gen hom (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 1306) 

So kann fOr die Herstellung von schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L-Methionin in 
coryneformen Bakterien, vorteilhaft sein, gleichzeitig wenigstens eines der nachfolgenden Gene 
zu mutleren, so dass die korrespondierenden Proteine, verglichen mit nicht mutierten Proteinen, 
in geringerem Made oder nicht durch einen Stoffwechselmetaboliten in ihrer AktMtatbeeinflusst 
werden: 

20 - das fQr eine Aspartatkinase kodierende Gen lysC (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 281), 

- das fOr die Pyruvat Carboxylase kodierende Gen pyc (Eikmanns (1 992), Journal of Bacteriology 
174: 6076-6086). 

- das fOr die Homoserin O-Acetyltransferase kodierende Gen metA (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ 

• NO. 725), 
- das fQr die Cystahionin-gamma-Synthase kodierende Gen metB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 3491), 

- das fOr die Cystahionin-gamma-Lyase kodierende Gen metC (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 
3061), 

- das fOr die Serin-Hydroxymethyltransferase kodierende Gen glyA (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ 
30 NO. 1110), 

- das fOrdie O-Acetylhomoserin-Sulfhydrylase kodierende Gen metY (EP 1 108 790 A2; DNA- 
SEQ NO. 726), 

- das fOr die Methionin Synthase kodierende Gen metH (EP 1 108 790 A2), 

- das fQr die Phosphoserin-Aminotransferase kodierende Gen serC (EP 1 108 790 A2; DNA- 
35 SEQ NO. 928) 

• eines fQr die Phosphoserin-Phosphatase kodierende Gen serB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 334, DNA-SEQ NO. 467, DNA-SEQ NO. 2767) 
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- das for die Serine Acetyl-Transferase kodierende Gen cysE (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 
2818) 

- das fOr eine Homoserin-Dehydrogenase kodierende Gen horn (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 1306) 

5 

Weiterhin kann es fUr die Produktion von schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L- 
Methionin, vorteilhaft sein, zusatzlich zur Expression bzw. Verstarkung eines der erfindungsge- 
mafien metF-Gene eines oder mehrere der folgenden Gene abzuschwachen, insbesondere de- 
ren Expression zu verringem, oder auszuschalten: 

10 

- das fQr die Homoserine-Kinase kodierende Gen thrB (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 3453) 

• - das far die Threonin Dehydratase kodierende Gen ilvA (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 
2328) 

- das fOr die Threonin Synthase kodierende Gen thrC (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 3486) 
15 - das fOr die Meso-Dlaminopimelat D-Dehydrogenase kodierende Gen ddh (EP 1 1 08 790 A2; 

DNA-SEQ NO. 3494) 

- das fOr die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase kodierende Gen pck (EP 1 1 08 790 A2; DNA- 
SEQ NO. 3157) 

- das fOr die Glucose-6-Phosphat-6-lsomerase kodierende Gen pgi (EP 1 108 790 A2; DNA- 
20 SEQ NO. 950) 

- das fOr die Pymvat-Oxidase kodierende Gen poxB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 2873) 

- das far die Dihydrodipicolinat Synthase kodiemde Gen dapA(EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 
3476) 

• - das fOr die Dihydrodipicolinat Reduktase kodiemde Gen dapB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 3477) 

- das fOr die Diaminopicolinat Decarboxylase kodiemde Gen lysA (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 3451) 

Weiterhin kann es fOr die Produktion von schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L- 
30 Methionin, vorteilhaft sein, zusatzlich zur Expression bzw. Verstarkung eines der erfindungsge- 
maBen metF-Gene in corynefbrmen Bakterien gleichzeitig wenigstens eines der folgenden Gene 
so zu mutieren, dass die enzymatische Aktivitat des korrespondierenden Proteins teilweise oder 
vollstandlg verringert wird: 

35 - das fOr die Homoserine-Kinase kodierende Gen thrB (EP 1 1 08 790 A2; DNA-SEQ NO. 3453) 

- das far die Threonin Dehydratase kodierende Gen ilvA (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 
2328) 
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- das fOr die Threonin Synthase kodierende Gen thrC (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 3486) 

- das fOr die Meso-Diaminopimelat D-Dehydrogenase kodierende Gen ddh (EP 1 108 790 A2; 
DNA-SEQ NO. 3494) 

- das fUr die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase kodierende Gen pck (EP 1 1 08 790 A2; DNA- 
5 SEQ NO. 3157) 

- das fOr die Glucose-6-Phosphat-6-lsomerase kodierende Gen pgi (EP 1 108 790 A2; DNA- 
SEQ NO. 950) 

- das fOr die Pyruvat-Oxidase kodierende Gen poxB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 2873) 
-das fOr die Dihydrodipicolinat Synthase kodiemde Gen dapA(EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ NO. 

10 3476) 

- das fdr die Dihydrodipicolinat Reduktase kodiemde Gen dapB (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 3477) 

- das fOr die Diaminopicolinat Decarboxylase kodiemde Gen iysA (EP 1 108 790 A2; DNA-SEQ 
NO. 3451) 

15 

Weitemin kann es fQr die Produktion von schwefelhaltige Feinchemikalien, insbesondere L- 
Methionin, vorteilhaft sein, neben der Expression bzw. Verstarkung eines erfindungsgemSRen 
metF-Gens unerwOnschte Nebenreaktionen auszuschalten (Nakayama: "Breeding of Amino Acid 
Producing Microorganisms", in: Overproduction of Microbial Products, Krumphanzl, Sikyta, Va- 
20 nek (eds.), Academic Press, London, UK, 1982). 

Die erfindungsgemali hergestellten Mikroorganismen kdnnen kontinuierlich oder diskontinuier- 
lich im batch- Verfahren (Satzkultivierung) oder im fed batch (Zulaufverfahren) Oder repeated fed 
batch Verfahren (repetotives Zulaufverfahren) zur Produktion von schwefelhaltige Feinchemika- 
lien, insbesondere L-Methionln, kultiviert werden. Elne Zusammenfassung Ober bekannte Kulti- 
vlerungsmethoden ist im Lehrbuch von Chmiel (Bloprozefttechnik 1 . EinfQhrung in die Bioverfah- 
renstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Stomas (Bioreakto- 
ren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994))zu flnden. 

30 Das zu verwendende Kulturmedium hat in geeigneter Weise den AnsprOchen der jeweiligen 
Stamme 211 genQgen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener Mikroorganismen sind 
im Handbuch "Manual of Methods fQr General Bacteriology" der American Society fOr Bacterio- 
logy (Washington D. O, USA, 1 981 ) enthalten. 




35 Diese erfindungsgemalJ einsetzbaren Medien umfassen gewohnlich eine oder mehrerenKoh- 
lenstoffquellen, Stickstoffquellen, anorganische Salze, Vitamlne und/oder Spurenelemente. 
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Bevorzugte Kohlenstoffquellen sind Zucker, wie Mono-, Di- Oder Polysaccharide. Sehr gute Koh- 
lenstoffquellen sind beispielsweise Glucose, Fructose, Mannose, Galactose, Ribose, Sort>ose, 
Ribulose, Lactose, Maltose, Saccharose, Raffinose, Starke oder Cellulose. Man kann Zucker 
auch uber komplexe Verbindungen, wie Melassen, oder andere Nebenprodukte der Zucker- 
Raffinierung zu den Medien geben. Es kann auch vorteilhaftsein, Gemische verschiedener Koh- 
lenstoffquellen zuzugeben. Andere mogliche Kohlenstoffquellen sind Ole und Fette wie z. B. 
Sojadl. Sonnenblumendl. ErdnufJdl und Kokosfett, Fettsauren wie z. B. Palmitinsaure, Stearin- 
saure oder Linolsaure, Alkohole wie z. B. Glycerin, Methanol oder Ethanol und organische Sau- 
ren wie z. B. EssigsSure oder Milchsaure. 

Stickstoffquellen sind gewdhnlich organische oder anorganische Stickstoffverbindungen oder 
Materialien, die diese Verbindungen enthaiten. Belspielhafte Stickstoffquellen umfassen Ammo- 
nlak-Gas oder Ammoniumsalze, wie Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat 
Ammoniumcarbonat oder Ammoniumnitrat, Nitrate, Harnstoff, Aminosauren oder komplexe 
Stickstoffquellen, wie Maisquellwasser, Sojamehl, Sojaprotein, Hefeextrakt, Fleischextrakt und 
andere. Die Stickstoffquellen kdnnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. 

Anorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthaiten sein kdnnen, umfassen die Chlo- 
rid-, Phosphor- oder Sulfatsalze von Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, Molybdan, Kalium, 
Mangan, Zink, Kupfer und Eisen 

Als Schwefelquelle fOr die Herstellung von schwefelhaltigen Feinchemikalien, insbesondere von 
Methionin, kdnnen anorganische schwefelhaltige Verbindungen wie beispielsweise Sulfate, Sulfi- 
te, Dithionite, Tetrathionate, Thlosulfate, Sulfide aber auch organische Schwefelverbindungen, 
wie Mercaptane und Thiole, verwendet werden. 

Als Phosphorquelle kdnnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydro- 
genphosphat oder die entsprechenden Natrium haltigen Salze verwendet werden. 

Chelatbildner kdnnen zum Medium gegeben werden, urn die Metallionen in Ldsung zu halten. 
Besonders geeignete Chelatbildner umfassen Dihydroxyphenole, wie Catechol oder Protocate- 
chuat, oder organische Sauren, wie Citronensaure. 

Die erfindungsgemalJ eingesetzten Fermentationsmedien enthaiten Qblicherweise auch andere 
Wachstumsfaktoren, wie Vitamine oder Wachstumsfdrderer, zu denen beispielsweise Biotin, 
Riboflavin, Thiamin, Folsaure, Nikotinsdure, Panthothenatund Pyridoxin gehdren. Wachstums- 
faktoren und Salze stammen hdufig von komplexen Medienkomponenten, wie Hefeextrakt, Me- 
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lassen, Maisquellwasser und dergleichen. Dem Kulturmedium kdnnen Qberdies geeignete Vor- 
stufen zugesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung der Medienverbindungen hfingt stark 
vom jeweiligen Experiment ab und wird fOr jeden spezifischen Fall individual entschieden. In- 
formation Ober die Medienoptimierung ist erhaitlich aus dem Lehrbuch "Applied Microbiol. Physi- 
ology, A Practical Approach- (Hrsg. P.M. Rhodes, P.F. Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73, 
ISBN 0 19 963577 3); Wachstumsmedien lassen sich auch von kommeraellen Anbietern bezie- 
hen, wie Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart infusion, DIFCO) und dergleichen. 

SamtHche Medienkomponenten werden, entweder durch Hitze (20 min bei 1,5 bar und 121°C) 
oder durch Sterilfiitration, sterilisiert Die Komponenten kannen entweder zusammen oder nSfr- 
genfalls getrennt sterilisiert werden. SSmtliche Medienkomponenten kdnnen zu Beginn der An- 
zucht zugegen sein oder wahlfrei kontinuierlich oder chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise zwischen 1 5°C und 45°C, vorzugsweise bei 25°C 
bis 40°C und kann wShrend des Experimentes konstant gehalten oder verflndert werden. Der 
pH-Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, vorzugsweise urn 7,0 liegen. Der pH-Wert 
fOr die Anzucht laftt sich wdhrend der Anzucht durch Zugabe von basische Verbindungen wie 
Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. Ammoniakwasser oder saure Verbindungen 
wie Phosphorsflure oder SchwefeisSure kontrollieren. Zur Kontrolle der Schaumentwicklung 
kdnnen Antischaummitte,l wie z. B. Fettsdurepolyglykolester, eingesetzt werden. Zur Aufrechter- 
haltung der Stabilitat von Plasmiden kdnnen dem Medium geeignete seiektiv wirkende Stoffe, 
wie z. B. Antibiotika, hinzugefQgt werden. Urn aerobe Bedingungen aufrechtzuerhatten, werden 
Sauerstoff oderSauerstoff halflge Gasmischungen, wiez. B. Umgebungsluft, in die Kultur einge- 
tragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise bei 20°C bis 45°C und. Die Kultur wird 
solange fortgesetzt, bis sich ein Maximum des gewQnschten Produktes gebildet hat Dieses Ziel 
wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 

Die so erhaltenen, insbesondere L-Methionin enthaltenden, FermentationsbrOhen haben Obli- 
cherweise eine Trockenmasse von 7,5 bis 25 Gew.-%. 

Vorteilhaft ist auBerdem auch, wenn die Fermentation zumindest am Ende, insbesondere jedoch 
Qber mindestens 30% der Fermentationsdauer zuckerlimitiert gefahren wird. Das heiBt, dass 
wShrend dieser Zeit die Konzentration an verwertbarem Zucker im Fermentationsmedium auf ^ 0 
bis 3 g/l gehalten, beziehungsweise abgesenkt wird. 

Die FermentationsbrOhe wird anschliefiend weiterverarbeitet Je nach Anforderung kann die 
Biomasse ganz oder teilweise durch Separationsmethoden, wie z. B. Zentrifugation, Filtration, 
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Dekantieren Oder einer Kombination dieser Methoden aus der Fermentationsbrilhe entfemt oder 
vollstandig in ihr belassen werden. 

Anschlieliend kann die Fermentattonsbrtihe mit bekannten Methoden, wie z. B. mit Hilfe eines 
5 Rotationsverdampfers, DOnnschichtverdampfers, Fallfilmverdampfers, durch Umkehrosmose, 
oder durch Nanofiltration, eingedickt beziehungsweise aufkonzentriert werden. Diese aufkon- 
zentrierte FermentationsbrOhe kann anschlieliend durch Gefriertrocknung, SprOhtrocknung, 
SprOhgranulation oder durch anderweitige Verfahren aufgearbeitet werden. 

10 Es ist aber auch mfiglich die schwefelhaltigen Feinchemikalien, insbesonder L-Methionin, weiter 
aufeureinigen. Hierzu wird die produkthaltige BrOhe nach dem Abtrennen der Biomasse einer 
Chromatographie mit elnem geeigneten Harz unterworfen, wobei das gewOnschte Produktoder 
die Verunreinigungen ganz oder teilweise auf dem Chromatographieharz zurQckgehalten wer- 
den. Diese Chromatographieschritte kSnnen ndtigenfalls wiederholt werden, wobei die gleichen 
1 5 oder andere Chromatographieharze verwendet werden. Der Fachmann ist in der Auswahl der 
geeigneten Chromatographieharze und ihrer wirksamsten Anwendung bewandert Dasgereinig- 
te Produkt kann durch Filtration oder Ultrafiltration konzentriert und bei einer Temperatur aufbe- 
wahrt werden, bei der die Stability des Produktes maximal 1st 

20 Die Identitat und Reinheit der isolierten Verbindung(en) kann durch Techniken des Standes der 
Technik bestimmt werden. Diese umfassen Hochleistungs-FIQssigkeitschromatographie (HPLC), 
spektroskopische Verfahren, FSrbeverfahren, DOnnschichtchromatographie, NIRS, Enzymtest 
oder mikrobiologische Tests. Diese Analyseverfahren sind zusammengefaBt in: Patek et al. 
(1994) Appl. Environ. Microbiol. 60:133-140; Malakhovaetal. (1996) Biotekhnologiya 11 27-32; 
und Schmidt et al. (1998) Bioprocess Engineer. 19:67-70. Ulmann's Encyclopedia of Industrial 
Chemistry (1 996) Bd. A27, VCH: Weinheim, S. 89-90, S. 521-540, S. 540-547, S. 559-566, 575- 
581 und S. 581-587; Michal, G (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Mo- 
lecular Biology, John Wiley and Sons; Fallon, A. et al. (1987) Applications of HPLC in Bioche- 
mistry in: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Bd. 17. 
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Die Erfindung wird nun anhand derfolgenden nicht-limitierenden Beispiele naher beschrieben: 
Belspiel 1: Konstruktion von pCLiKSMCS 
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Zunachst wurden Ampicillinresistenz und Replikationsursprung des Vektors pBR322 mit den 
Oligonukieotiden p1.3 (SEQ ID NO:55) und p2.3 (SEQ ID NO:56) mit Hilfe der Polymerase- 
Kettenreaktion (PGR) amplifiziert. 
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p1.3 (SEQIDNO:55) 

5'-CCCGGGATCCGCTAGCGGCGCGCCGGCCGGCCCGGTGTGAAATACCGCACAG-3' 

5 p2.3 (SEQ ID NO:56) 

5'-TCTAGACTCGAGCGGCCGCGGCCGGCCTTTAAATTGAAGACGAAAGGGCCTCG-3' 

Neben den zu pBR322 komplementaren Sequenzen, enthalt das Oligonukleotid p1 .3 (SEQ ID 
NO:55) In 5-3' Rlchtung die Schnittstellen fdrdie Restriktionsendonukleasen Smal, BamHI, Nhel 
1 0 und AscI und das Oligonukleotid p2.3 (SEQ ID NO:56) in 5'-3' Richtung die Schnittstellen fQr 
die Restriktionsendonukleasen Xbal, Xhol, Notl und Dral. Die PCR Reaktion wurde nach Stan- 
dardmethode wie Innis et al. (PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications, Academic 
Press (1990)) mit PfuTurbo Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) durchgefOhrt Das erhalte- 
ne DNA Fragment mit einer GroBe von ungefahr 2,1 kb wurde mit dem GFX™PCR, DNA and 
1 5 Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers gerei- 
nigt Die stumpfen Enden des DNA-Fragmentes wurden mit dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche 
Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers miteinander ligiert und der Ugationsan- 
satz nach Standardmethoden wie in Sambrook et al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor, beschrieben(1989)), in kompetente E.coli XL-1Blue (Stratagene, La Jolla, 
20 USA) transformiert Elne Selektion auf Plasmld tragende Zellen wurde durch das Ausplattieren 
auf Ampiciliin (50ug/ml) haltigen LB Agar (Lennox, 1955, Virology, 1:190) eneichL 

Die Plasmid-DNA eines individuellen Klons wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert und Ober Restriktionsverdaus OberprOfL Das so 
erhaltene Plasmid erhaltden Namen pCUK1. 

Ausgehend vom Plasmld pWLT1 (Liebl et al., 1 992) als Template fOr eine PCR Reaktion wurde 
mit den Oligonukleotiden neol (SEQ ID NO:57) und neo2 (SEQ ID NO:58) eine Kanamycin- 
Resistenzcassette amplifiziert. 

30 

neol (SEQ ID NO:57): 

5*-GAGATCTAGACCCGGGGATCCGCTAGCGGGCTGCTAAAGGAAGCGGA-3' 

neo2 (SEQ ID NO:58): 
35 5*-GAGAGGCGCGCCGCTAGCGTGGGCGAAGAACTCCAGCA-3' 



Neben den zu pWLT1 komplementaren Sequenzen, enthalt das Oligonukleotid neol In 5'-3' 
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Richtung die Schnittstellen fordie Restriktlonsendonukleasen Xbal, Smal, BamHI, Nhel und das 
Oligonukleotid neo2 (SEQ ID NO:58) in 5-3' Richtung die Schnittstellen for die Restriktionsen- 
donukleasen AscI und Nhel. Die PCR Reaktion wurde nach Standardmethode wie Innis et al. 
(PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications, Academic Press (1990)) mit PfuTurbo 
5 Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) durchgefGhrt Das emaltene DNA Fragment mit einer 
Grofte von ungefahr 1 ,3 kb wurde mit dem GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (A- 
mersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers gereinigt. Das DNA-Fragment 
wurde mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und AscI (New England Biolabs, Beverly, USA) 
geschnitten und im AnschluBdaran erneutmitdem GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification 
10 Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers gereinigt Der Vektor 
pCUK1 wurde ebenfalls mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und AscI geschnitten und mit 

• alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers 
dephosphoryliert Nach Elektrophorese in einem 0,8%igen Agarosegel wurde der linearisierte 
Vektor (ca. 2,1 kb) mit dem GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharma- 
15 cia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers isoliert. Dieses Vektor-Fragment wurde mit Hilfe 
des Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers mit 
dem geschnittenen PCR Fragment ligiert und der Ligationsansatz nach Standardmethoden wie 
in Sambrook et al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, beschrie- 
ben(1 989)), in kompetente Ecoli XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla, USA) transformiert Eine Selek- 
20 tion auf Plasmid tragende Zellen wurde durch das Ausplattieren auf Ampicillin (50ug/ml) und 
Kanamycln (20ug/ml) halfigen LB Agar (Lennox, 1955, Virology, 1:190) erreicht. 

Die Plasmid-DNA eines individuellen Klons wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 

• Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert und Ober Restriktionsverdaus OberprOft. Das so 
erhaltene Plasmid erhalt den Namen pCLiK2. 

Der Vektor pCUK2 wurde mitderRestriktionsendonuklease Dral (New England Biolabs, Beverly, 
USA) geschnitten. Nach Elektrophorese in einem 0,8%igen Agarosegel wurde ein ca. 2,3 kb 
groBes Vektorfragment mit dem GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham 

30 Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers isoliert. Dieses Vektor-Fragment wurde mit 
Hilfe des Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers 
religiert und der Ligationsansatz nach Standardmethoden wie in Sambrook et al. (Molecular Clo- 
ning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, beschrieben (1989)), in kompetente E.coli XL- 
1Blue (Stratagene, La Jolla, USA) transformiert. Eine Selektion auf Plasmid tragende Zellen 

35 wurde durch das Ausplattieren auf Kanamycin (20ug/ml) haltigen LB Agar (Lennox, 1 955, Viro- 
logy, 1:190) erreicht. 
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Die Plasmid-DNA eines individuellen Klons wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert und QberRestriktionsverdaus QberprOfL Das so 
erhaltene Plasmid erhalt den Namen pCLiK3. 

Ausgehend vom Plasmid pWLQ2 (Liebl et a!., 1 992) als Template fur eine PCR Reaktion wurde 
mit den Oligonukleotiden cg1 ((SEQ ID NO:59) und cg2 (SEQ ID NO:60) der Replikation- 
sursprung pHM1519 amplifiziert 

cg1 (SEQ ID NO:59): 

5-GAGAGGGCGGCCGCGCAAAGTCCCGCTTCGTGAA-3' 
cg2 (SEQ ID NO:60): 

5'-GAGAGGGCGGCCGCTCAAGTCGGTCAAGCCACGC-3" 

Neben den zu pWLQ2 komplementaren Sequenzen, enthalten die Oligonukleotide cg1 (SEQ ID 
IMO:59) und cg2 (SEQ ID NO:60) Schnittstellen fOr die Restriktionsendonuklease Notl. Die PCR 
Reaktion wurde nach Standardmethode wie Innis et al. (PCR Protocols. A Guide to Methods and 
Applications, Academic Press (1990)) mit PfuTurbo Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) 
durchgefOhrt Das erhaltene DNA Fragment mit einer GrOlie von ungefahr 2,7 kb wuidemitdem 
GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben 
des Herstellers gereinigt Das DNA-Fragment wurde mit der Restriktionsendonuklease Notl 
(New England Biolabs, Beverly, USA) geschnitten und im AnschluB daran emeut mit dem 
GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben 
des Herstellers gereinigt Der Vektor pCLIK3 wurde ebenfalls mit der Restriktionsendonuklease 
Notl geschnitten und mit alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim)) nach Anga- 
ben des Herstellers dephosphoryliert Nach Elektrophorese in einem 0,8%igen Agarosegel wur- 
de der linearisierte Vektor (ca. 2,3kb) mit dem GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit 
(Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers isoliert Dieses Vektor- 
Fragment wurde mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) nach An- 
gaben des Herstellers mit dem geschnittenen PCR Fragment ligiert und der Ugationsansatz 
nach Standardmethoden wie in Sambrook et al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor, beschrieben(1989)), in kompetente E.coli XL-1Blue (Stratagene. La Jolla, USA) 
transformiert. Eine Selektion auf Plasmid tragende Zellen wurde durch das Ausplattieren auf 
Kanamycin (20ug/ml) haltigen LB Agar (Lennox. 1955, Virology. 1:190) eneicht 

Die Plasmid-DNA eines individuellen Klons wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert und Ober Restriktionsverdaus uberpruft Das so 
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erhaltene Piasmid erhalt den Namen pCLiK5. 

FOr die Erweiterung von pCLik5 urn eine ..multiple cloning site" (MCS) wurden die beide syntheti- 
schen, weitestgehend komplementaren Oligonukleotide HS445 ((SEQ ID NO:61) und HS446 
5 (SEQ ID NO:62), die Schnittstellen fOr die Restriktionsendonukleasen Swal, Xhol, Aatl, Apal, 
Asp718, Mlul, Ndel, Spel; EcoRV, Sail, Clal, BamHI, Xbal und Smal enthalten, durch gemein- 
sames erhitzen auf 95°C und langsames abkOhlen zu einem doppelstrangigen DNA-Fragment 
vereinlgt. 

HS445(SEQ IDNO:61): 

5'-TCGaATTTAaATCTCGAGAGGCCTGACGTCGGGCCCGGTACCACGCGTCATATGACTAG 
TTCGGACCTAGGGATATCGTCGACATCGATGCTCTTCTGCGTTAATTAACAATTGGGATCC 
TCTAGACCCGGGATTTAAAT-3* 

1 5 HS446 (SEQ ID NO:62): 

5'^ATCATTTAAATCCCGGGTCTAGAGGATCCCAATTGTTAATTAACGCAGAAGAGCATCGA 
TGTCGACGATATCCCTAGGTCCGAACTAGTCATATGACGCGTGGTACCGGGCCCGACGTC 
AGGCCTCTCGAGATTTAAAT-3' 

Der Vektor pCUK5 wurde mit den Restriktionsendonuklease Xhol und BamHI (New England 
Biolabs, Beverly, USA) geschnitten und mit alkalischer Phosphatase (I (Roche Diagnostics, 
Mannheim)) nach Angaben des Herstellers dephosphoryliert Nach Elektrophorese in einem 
0,8%igen Agarosegel wurde der linearisierte Vektor (ca. 5,0 kb) mit dem GFX™PCR, DNA and 
Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers iso- 
lieit Dieses Vektor-Fragment wurde mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, 
Mannheim) nach Angaben des Herstellers mit dem synthetischen Doppelstrangigen DNA- 
Fragment ligiert und der Ligationsansatz nach Standardmethoden wle In Sambrook et al. (Mole- 
cular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, beschrieben(1989)), in kompetente 
E.coli XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla, USA) transformiert Eine Selektlon auf Piasmid tragende 
Zellen wurde durch das Ausplattieren auf Kanamycin (20|jg/ml) haltigen LB Agar (Lennox, 1955, 
Virology, 1:190) erreicht. 

Die Plasmid-DNA eines individuellen Klons wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Hllden) nach Angaben des Herstellers isoliert und Ober Restriktionsverdaus OberprOft Das so 
35 erhaltene Piasmid erhalt den Namen pCLiK5MCS. 

Sequenzierungsreaktionen wurden nach Sanger et al. (1 977) Proceedings of the National Aca- 
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demy of Sciences USA 74:5463-5467 durchgefdhrt Die Sequenzierreaktionen wurden mittels 
ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems, Weiterstadt) aufgetrennt und ausgewertet 

Das entstandene Plasmid pCLiKSMCS ist als SEQ ID NO: 65 aufgefQhrt 

5 

Beisplel 2: Konstruktion von pCLiK5MCS integratlv sacB 

Ausgehend vom Plasmid pK1 9mob (Schafer et al., Gene 145,69-73(1994)) als Template fQreine 
PCR Reaktion wurde mit den Oligonukleotiden BK1 732 und BK1 733 das Bacillus subtilis sacB 
1 0 Gen (kodierend fur Levan Sucrase) amplifiziert. 




BK1732 (SEQ ID NO:63): 

5'-GAGAGCGGCCGCCGATCCTTTTTAACCCATCAC-3' 



1 5 BK1 733 (SEQ ID NO:64): 

5•-AGGAGCGGCCGCCATCGGCATTTTCTTTTGCG-3 , 

Neben den zu pEK19mobsac komplementaren Sequenzen, enthalten die Ollgonukleotide 
BK1732 und BK1733 Schnittstellen fur die Restriktionsendonuklease Notl. Die PCR Reaktion 

20 wurde nach Standardmethode wie Innis et at. (PCR Protocols. A Guide to Methods and Applica- 
tions, Academic Press (1990)) mit PfuTurbo Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA)durchge- 
fOhrt Das erhaltene DNA Fragment mit einer GroBe von ungefahr 1,9 kb wurde mit dem 
GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben 

^ des Herstellers gereinigt Das DNA-Fragment wurde mit der Restriktionsendonuklease Notl 
M (New England Biolabs, Beverly, USA) geschnitten und Im AnschluB daran emeut mit dem 
GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben 
des Herstellers gereinigt. 

Der Vektor pCUK5MCS (hergestellt gemaB Beispiel 1 ) wurde ebenfalls mit der Restriktionsen- 
30 donuklease Notl geschnitten und mit alkalischer Phosphatase (I (Roche Diagnostics, Mann- 
helm)) nach Angaben des Herstellers dephosphorylieit Nach Elektrophorese in einem 0,8%igen 
Agarosegel wurde ein ungefahr 2,4 kb groBes Vektorfragment mit dem GFX™PCR, DNA and 
Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers iso- 
liert. Dieses Vektor-Fragment wurde mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, 
35 Mannheim) nach Angaben des Herstellers mit dem geschnittenen PCR Fragment ligiert und der 
Ligationsansatz nach Standardmethoden wie in Sambrook etal. (Molecular Cloning. A Laborato- 
ry Manual, Cold Spring Harbor, beschrieben(1989)), in kompetente E.coliXL-1Blue (Stratagene, 
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La Jolla, USA) transformiert Eine Selektion auf Plasmid tragende Zellen wurde durch das Aus- 
plattieren auf Kanamycln (20|jg/ml) haltlgen LB Agar (Lennox, 1955, Virology, 1:190) erreicht 

Die Plasmid-DNA eines individuellen Klons wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
5 Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert und Qber Restriktionsverdaus QberprOft. Das so 
erhaltene Plasmid erhalt den Namen pCLiK5MCS integrativ sacB. 

Sequenzierungsreaktionen wurden nach Sanger et al. (1 977) Proceedings of the National Aca- 
demy of Sciences USA 74:5463-5467 durchgefOhrt Die Sequenzierreaktionen wurden mittels 
1 0 ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems, Weiterstadt) aufgetrennt und ausgewertet 

• Das entstandene Plasmid pCUK5MCS integrativ sacB tst als SEQ ID NO: 66 aufgefQhrt 
Weitere Vektoren die zur erfindungsgema&en Expression Oder Oberproduktion von metF-Genen 
geeignet sind, konnen in ana loger Weise herstellt werden. 

15 
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1. Verfahren zur fermentativen Herstellung wenigstens einer schwefelhaltigen 
Feinchemikalie, welches folgende Schritte umfasst: 

a) Fermentation einer die gewQnschte schwefelhaltige Feinchemikalie 
produzierenden coryneformen Bakterienkultur, wobei in den coryneformen 
Bakterien zumindest eine heterologe Nukleotidsequenz exprimiert wird, 
welche fOr ein Protein mit Methionin-Synthase (metF) -Aktivitat kodiert, 

b) Anreicherung der schwefelhaltigen Feinchemikalie im Medium oder in den 
Zellen der Bakterien. und 

c) Isolieren der schwefelhaltigen Feinchemikalie. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die schwefelhaltige Feinchemikalie L-Methionin 
umfasst 

3. Verfahren nach elnem der vorhergehenden AnsprQche, wobei sich die heterologe metF- 
kodierende Nukleotidsequenz zur metF-kodierenden Sequenz aus Corynebacterium 
glutamicum ATCC 13032 eine Sequenzhomologie vom wenigerals 100% aufweist 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die metF-kodierende Sequenz aus einem der 
folgenden Organismen abgeleitet ist 



Organimsus 


Stammsammlung 


Corynebacterium diphteriae 


ATCC 14779 


Streptomyces lividans 


ATCC 19844 


Streptomyces coelicolor 


ATCC 10147 


Aquifex aeolicus 


DSM6858 


Burkholderia cepacia 


ATCC 25416 


Nitrosomonas europaea 


ATCC 19718 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 17933 


Xylella fastidiosa 


ATCC 35881 


Pseodomonas fluorescens 


ATCC 13525 


Schizosaccharomyces pombe 


ATCC 24969 


Saccharomyces cerevisiae 


ATCC 10751 


Erwinia carotovora 


ATCC 15713 


Klebsiella pneumoniae 


ATCC 700721 


Salmonella typhi 


ATCC 12839 


Salmonella typhimurium 


ATCC 15277 


Escherichia coli K12 


ATCC55151 
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Vibrio cholerae 


ATCC 39315 


JQawinopiUlUS UHlUcIlZao 




PmilfVhsipf pi* r*TT^cr»p»nfiie 
v^aiuuuaoici i/rcoUwiiiUo 


ATPP 1 QflRQ 


UHO DaUU 1 lib 
av UllWIiy vC lomuu III 1 1 d US 


ATPP 3^384. 


XToice^fici tyi AT1 1 ti cri t~i c 
INvloSCria UiCIllflftllla 


ATPP 6951 


17nn/iAnQf^tAi* r* anon 1 o'fi * o 

XvnOuODttClCT CapSUlalUS 


ATPP 1 1 


P jhtitivI <Yh n p>t pt iPiiini 


ATPP 33560 


Lactococcus lactis 


ATCC 7962 


Prochlorococcus marinus 


PCC7118 


Bacillus stearothermophilus 


ATCC 12980 



5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobel die metF-kodierende 
Sequenz eine kodlerende Sequenz gemaft SEQ ID N0:1, 3, 5, 7, 9, 11 , 13, 15, 17, 19, 
21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51 und 53 Oder eine dazu 
homologe Nukleotidsequenz, welche fOr ein Protein mit metF-Aktivitat kodiert, umfasst 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die metF-kodierende 
Sequenz fur ein Protein mit metF-Aktivitat kodiert, wobei das Protein eine 
AmlnosauresequenzgemaB SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26. 28, 
30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50. 52 und 54 Oder eine dazu homologe 
Aminosauresequenz, welche fOr ein Protein mit metF-Aktivitat steht, umfasst 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobel die kodlerende metF- 
Sequenz eine in coryneformen Bakterien replizierbare oder eine stabil in das 
Chromosom intregrierte DNA oder eine RNA ist 

8. Verfahren gemaft. Anspruch 7, wobei man 

a) einen mit einem Plasmidvektor transformierten Bakterienstamm einsetzt der 
wenigstens eine Kopie der kodierenden metF-Sequenz unter der Kontrolle 

. regulativer Sequenzen tragt, oder 

b) einen Stamm einsetzt, in dem die kodierende metF-Sequenz in das Chromosom 
des Bakteriums integriert wurde 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die kodierende metF- 

t 

Sequenz Oberexprimlert wird. 
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10. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Ansprflche, wobei man Bakterien 
fermentiert, in denen zusatzlich wenigstens ein weiteres Gen des Biosyntheseweges der 
gewOnschten schwefelhaltigen Feinchemikalie verstarkt ist Oder derart mutiert ist, dass 
5 es durch Stoffwechselmetabolite nicht in seiner Aktivitat beeinflusst wird. 



11. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Ansprflche, wobei man Bakterien 
fermentiert, in denen wenigstens ein Stoffwechselweg zumindest teitweise ausgeschaltet 
sind, der die Bildung der gewOnschten schwefelhaltigen Feinchemikalie verringert 

10 

12. Verfahren gema& einem der vorhergehenden Ansprflche, wobei man coryneforme 
Bakterien fermentiert, in denen gleichzeitig wenigstens eines der Gene, ausgewShit unter 

a) dem fQr eine Aspartatkinase kodierenden Gen lysC, 

15 b) dem fQr die Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase kodierenden Gen gap, 

c) dem fQr die 3-Phosphoglycerat Kinase kodierenden Gen pgk, 

d) dem fQr die Pymvat Carboxylase kodierenden Gen pyc, 

e) dem fQr die Triosephosphat Isomerase kodierenden Gen tpi, 

f) dem fQr die Homoserln O-Acetyltransferase kodierenden Gen metA, 
20 g) dem fQr die Cystahionin-gamma-Synthase kodierenden Gen metB, 

h) dem fQr die Cystahionin-gamma-Lyase kodierenden Gen metC, 

i) dem fflr die Serin-Hydroxymethyltransferase kodierenden Gen glyA, 

j) dem fQr die O-Acetylhomoserln-Sulfhydrylase kodierenden Gen metY, 

k) dem fQr das metH Gen, das fflr die Vitamin B1 2 abhangige Methionin-Synthase 
kodiert, 

I) dem fQr das serC Gen, das fflr die Phosphoserin-Aminotransferase kodiert, 

m) dem serB Gen, das fQr die Phosphoserin-Phosphatase kodiert, 

n) dem cysE Gen, das fQr die Serine Acetyl-Transferase kodiert, und 

o) dem horn Gen, das eine Homoserin-Dehydrogenase kodiert, 
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Oberexprimiert oder so mutiert ist, dass die korrespondierenden Proteine, verglichen mit 
nicht mutierten Proteinen, in geringerem Mafte oder nicht durch Stoffwechselmetabolite 
in ihrer Aktivitat beeinflusst werden. 
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13. Verfahren gemali einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei man coryneformen 
Bakterien fermentiert, in denen gleichzeitlg wenigstens eines der Gene, ausgewShlt unter 

a) dem fOr die Homoserine-Kinase kodierenden Gen thrB, 

b) dem fOr die Threonin Dehydratase kodierenden Gen ilvA, 
5 c) dem fOr die Threonin Synthase kodierenden Gen thrC 

d) dem fOr die Meso-Diaminopimelat D-Dehydrogenase kodierenden Gen ddh 

e) dem fdr die Phosphoenolpyruvat-Carboxyklnase kodierenden Gen pck, 

f) dem fOr die Glucose-6-Phosphat-6-lsomerase kodierenden Gen pgi, 

g) dem fOr die Pymvat-Oxidase kodierenden Gen poxB, 

10 h) dem fOr die Dihydrodipicolinat Synthase kodiemden Gen dapA, 

i) dem Wr die Dihydrodipicolinat Reduktase kodiemden Gen dapB; oder 
j) dem ftir die Diaminopicolinat Decarboxylase kodiemden Gen 




durch Veranderung der Expressionsrate oderdurch EinfQhrung einergezielten Mutation 
15 abschwacht 1st. 

14. Verfahren gemSIJ einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprOche, wobei man 
Mikroorganismen der Art Corynebacterium glutamicum einsetzL 

20 15. Verfahren zur Herstellung eines L-Methionin haltigen Tierfuttermittel-Additivs aus 
FermentatlonsbrOhen, welches folgende Schritte umfasst 

a) Kultivierung und Fermentation eines L-Methionin produzierenden 
Mikroorganlsmus in einem Fermentationsmedium; 

b) Entfemung von Wasser aus der L-Methionin haltigen FermentationsbrOhe; 

c) Entfemung der wahrend der Fermentation gebildeten Blomasse in einer Menge 
von 0 bis 100 Gew.-%; und 

d) Trocknung der gemali b) und/oder c) erhaltenen FermentationsbrOhe, urn das 
Tierfuttermittel-Additlv in der gewOnschten Pulver- oder Granulatfbrm zu erhalten. 
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Verfahren gemali Anspruch 15, wobei man Mikroorganismen gemali der Definition in 
einem der AnsprOche 1 bis 14 einsetzt 



Zusammenfassuna 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur fermentativen Herstellung von schwefelhaltigen 
Feinchemikalien, insbesondere L-Methionin, unter Veiwendung von Bakterien, in denen eine fQr 
ein Methionin-Synthase (metF)-Gen kodierende Nukleotidsequenzen exprimiertwird. 



